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การผลิตตวัอ่อนในหลอดแกว้ และการแช่แข็งไข่ มีความสาํคญัในการเก็บรักษาพนัธุกรรม
ทีÉดีไว ้ จุดประสงคข์องการศึกษานีÊ เพืÉอพฒันาอุปกรณ์ และปรับปรุงเทคนิคสาํหรับการแช่แข็งไข่สุก 
และตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสโดยวิธี vitrification การศึกษานีÊพบว่า Paper device ทีÉพฒันาขึÊนมา
ใหผ้ลเทียบเท่า Cryotop device ทีÉเป็นอุปกรณ์มาตรฐาน อตัรารอดของไข่หลงัจากการแช่แข็ง และ
อตัราตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสทีÉผลิตไดไ้ม่แตกต่างกนัในกลุ่มทีÉใช ้ Paper device และ Cryotop 
device ไข่โคแช่แข็งดว้ยวิธี 2-ขัÊนตอน สามารถมีชีวิตรอดไดแ้ต่อตัราตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส ทีÉ
ผลิตไดต้ ํÉากว่ากลุ่มไข่สดอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.01) ดงันัÊนจึงไดพ้ฒันาการทาํ virification 
ไข่ โดยวิธี 3-ขัÊนตอน จากการศึกษานีÊพบว่านํÊ ายาทาํ vitrification โดยวิธี 3-ขัÊนตอน ไม่ก่อใหเ้กิด
ผลเสียต่อการอยูร่อดของไข่ และการเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีส อีกทัÊงยงัพบว่าไข่ทีÉผา่น
การแช่แข็งดว้ยวิธี 3-ขัÊนตอน ใหต้วัอ่อนระยะบลาสโตซีสสูงกว่าไข่ทีÉแช่แข็งดว้ยวิธี 2-ขัÊนตอน แต่
ตํÉากว่ากลุ่มไข่สดอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) การแช่แข็งตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสดว้ยวิธี   
3-ขัÊนตอน พบว่ามีอตัรารอด และอตัราการฟักตวัของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 2 สูงกว่าการ
แช่แข็งดว้ยวิธี 2-ขัÊนตอน อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่กบัตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1 
พบว่าการแช่แข็งทัÊง 2 แบบ มีอตัรารอด และอตัราการฟักตวัของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสไม่
แตกต่างกนั 
การทดลองอีกประการเป็นการศึกษาอตัราการฟักตวัของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส หลงัจาก
การแช่แข็งไข่สุก และตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสโดยวิธี vitrification 3-ขัÊนตอน และใช ้Paper device 
ในการทดลองนีÊ  โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ A) กลุ่มไข่สด และตวัอ่อนระยะ     
บลาสโตซีสสด B) กลุ่มไข่สด และแช่แข็งตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส C) กลุ่มไข่แช่แข็ง และตวัอ่อน
ระยะบลาสโตซีสสด และ D) กลุ่มทีÉแช่แข็งทัÊงไข่ และตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส ผลการทดลอง
พบว่าอตัราตวัอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีสในกลุ่ม A, B, C และ D เป็น 15.7, 16.5, 9.4            
และ 9.4% ตามลาํดบั ในกรณีของอตัราการฟักตวัของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต่อจาํนวนตวัอ่อน
ระยะบลาสโตซีสของกลุ่ม A, B, C และ D เป็น 73.3, 56.5, 66.6 และ 16.7% ตามลาํดบั อตัรา     
การฟักตวัของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต่อจาํนวนตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสของกลุ่ม C และ D ไม่มี        
ความแตกต่างจากกลุ่ม A อยา่งไรก็ตาม อตัราการฟักตวัของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต่อจาํนวน  
 
 
 
 
 
 
 
 
II 
 
ของไข่ทีÉทาํ IVF ของกลุ่ม C (6.3%) ตํÉากว่ากลุ่ม A (12.1%) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05)   
และสูงกว่ากลุ่ม D (1.6%) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) อตัราการฟักตวัของตวัอ่อนระยะ   
บลาสโตซีสต่อจาํนวนไข่ทีÉทาํ IVF ของกลุ่ม D (1.6%) ตํÉากว่ากลุ่ม A (12.1%) B (9.4%) และ C 
(6.3%) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) การทดลองนีÊสรุปไดว้่าการแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification   
3-ขัÊนตอน โดยใช ้Paper device เหมาะสาํหรับแช่แข็งไข่โคสุก และตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส แต่ยงั
ไม่เหมาะสาํหรับการทาํ double vitrification 
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The in vitro embryo production and vitrification of oocytes and embryos are 
crucial for preserving desired genetics. The aims of this study were to develop a novel 
device and improved techniques for bovine matured (MII) oocytes and blastocysts 
vitrification. This study found that the developed paper device gave similar results 
with modern standard Cryotop device. There was no difference in the rate of oocytes 
survival and blastocysts production after vitrification of oocytes using paper or 
Cryotop devices. Oocytes could survive from the 2-steps method but the blastocyst 
rate was significantly (p<0.01) lower than that of the fresh group. Therefore, the       
3-steps technique for oocytes vitrification was developed. The results showed that   
the 3-steps vitrification solution was non-toxic for oocytes survival and embryo 
development to blastocyst stage. Additionally, the blastocyst rate in the 3-steps 
method of MII oocytes vitrifcation was higher than that of the 2-steps but was 
significantly (p<0.05) lower than those in the fresh group. In case of blastocysts 
vitrification, the 3-steps technique gave significantly higher survival as well as 
hatched blastocyst rates of grade-2 blastocysts than that of 2-steps (p<0.05), whereas 
for grade-1 blastocysts, it did not show any significant difference in both cases.  
 
 
 
 
 
 
 
 
IV 
 
Another experiment was carried out to determine the blastocyst hatchability 
following MII oocytes and blastocyst vitrification using Paper device and 3-steps 
vitrification. This experiment was conducted into four groups; A) fresh MII oocytes 
and blastocysts, B) fresh MII oocytes with vitrified blastocysts, C) vitrified MII 
oocytes with fresh blastocysts and D) vitrified both MII oocytes and blastocysts. The 
results found that blastocyst production rates of group A, B, C and D were 15.7, 16.5, 
9.4 and 9.4, respectively. In case of blastocysts hatchability rate, the blastocysts in 
group A, B, C and D were 73.3, 56.5, 66.6 and 16.7%, respectively. The blastocysts 
hatchability rates of blastocyst of group C and D were not different when compared 
with group A. However, blastocysts hatched rate of IVF oocytes in group C (6.3%) 
was significantly (p<0.05) lower than that of Group A (12.1%) and significantly 
(p<0.05) higher than that of group D (1.6%). The blastocyst hatched rate of IVF 
oocytes in group D (1.6%) was also significantly (p<0.05) lower than that of group A 
(12.1%), B (9.4%) and C (6.3%). This experiment can be concluded that 3-steps 
vitrification using paper device was suitable for bovine MII oocytes and blastocysts, 
but was not suitable for double vitrification.  
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